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Humanin 对实验性阿尔茨海默病小鼠海马小胶质细胞 OX-42 表达的

影响 
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【摘  要】目的  探讨 Humanin（HN）在体内是否存在对实验性阿尔茨海默病（AD）小鼠的神经保护作用以及可能

的机制。方法  采用 β-淀粉样蛋白（Aβ）脑内注射方法建立 AD 模型。健康雄性小鼠 60 只, 随机分为假手术组（n = 15）、

Aβ 模型组（n = 15）和 HN 治疗组（n = 30）。应用免疫组织化学方法于造模后 3, 7, 14 d 观察海马小胶质细胞 OX-42 表

达的变化; Nissl 染色方法检测 3 组动物海马区病理改变。结果  OX-42 免疫组织化学染色显示, 与 Aβ 模型组比较, HN

治疗组造模后 3, 7, 14 d 海马 OX-42 阳性细胞的表达均减少（P＜0.05）; Aβ 模型组、HN 治疗组在手术后各时间点 Nissl

染色均可见海马区病理改变, HN 治疗组在相同时间点炎性的病理变化弱于 Aβ 模型组。结论  在活体内, HN 可以减少

Aβ25~35 毒性引起的 OX-42 的表达, 具有神经保护作用。 
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【Abstract】 Objective  To investigate whether Humanin (HN) has an in vivo neuroprotective effect on experimental mice with 

Alzheimer′s disease (AD) and the possible mechanism. Methods  AD models were established by intracerebral injection of 

β-amyloid protein (Aβ). A total of 60 healthy male mice were randomly divided into 3 groups: sham operated group (n  = 15), Aβ model 

group (n = 15) and HN treatment group (n = 30). Changes in expression of OX-42 in hippocampal region were observed by the 

immunohistochemical method on 3,7,14 days after modeling. Nissl staining was performed to detect the pathological changes of the 

hippocampal region of different groups of animals. Results  The number of OX-42 positive cells in hippocampal region was reduced in 

HN treatment group on 3,7,14 days (P＜0.05). Pathological changes of the hippocampal region were detected by Nissl staining in 

both Aβ model group and HN treatment group after surgery, but the inflammatory changes of HN treatment group were less than Aβ 

model group at each time point. Conclusion  In vivo, HN can reduce the expression of OX-42 induced by the toxicity of Aβ25-35 

which proved that HN has neuroprotective effect. 
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随着老龄化社会的到来 ,  阿尔茨海默病

（Alzheimer′s disease, AD）越来越得到人们的重视。

Humanin（HN）是新近发现的一种多肽, 它能抑制

淀粉样前体蛋白（amyloid precursor protein, APP）、

早老素 1（presenilin-1, PS1）、早老素 2（presenilin-2, 

PS2）突变和 β 淀粉样蛋白（amyloid β-protein, Aβ）

等诱导的神经细胞死亡, 其在体外的抗细胞凋亡和

神经保护作用已经被众多研究者证实[1]。我们早期

试验已经证实 HN 和 HN 肽链第 14 位氨基酸被 Gly

取代的突变体[Gly14]-Humanin（HNG）在体内可有
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效地抑制 Aβ 导致的胶质纤维酸性蛋白（gl i a l 

fibrillary acidic protein, GFAP）的表达, 本研究通过

检测 HN 对 Aβ 诱导的 OX-42 阳性细胞表达变化的

影响, 旨在探讨 HN 在体内对于小胶质细胞是否同 

样存在神经保护作用。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与分组   

健康成年雄性昆明小鼠 60 只, 2 月龄, 体质量

25～30 g, 由兰州军区总医院实验动物中心提供, 清

洁级。随机分为假手术组（n = 15）、Aβ 模型组（n = 15）

和 HN 治疗组（n  = 30）。 

1.2 试剂   

HN、Aβ25~35、羊抗兔 OX-42 单克隆抗体、链酶

亲和素-生物素-过氧化物酶复合物（ streptavidin 

biotin-peroxidase complex, SABC）为美国 Sigma 公

司产品; 其他试剂均为市售分析纯。 

1.3  AD 模型建立   

参照 Tihda 等[2]的方法, 腹腔注射 1%戊巴比妥

溶液 50 mg/kg, 麻醉小鼠, 固定于立体定向仪, 按照

小鼠脑立体定位图谱定位于右侧海马 CA1 区。应用

微量注射器注入 Aβ25～35 1 µl（注射时间 10 min, 留针

10 min）。HN 治疗组在注射 Aβ 后立即在同一部位缓

慢注入 100 µmol/L HN 溶液 1 µl（注射时间 10 min, 留

针 10 min）。假手术组仅在相同部位入针, 操作同其他

两组。动物放置于安静、温暖、避强光的环境中饲养。 

1.4  OX-42 免疫组织化学染色   

注射后分别于第 3, 7, 14 d 处死小鼠。鼠脑连续

切片, 切片厚度 30 µm, 隔 4 张取 1 张。先后加入

OX-42 一抗（1:200）、二抗（1:500）、SABC（1:500）, 

采用硫酸镍氨加强法 DAB 显色, 操作按照说明书。

阴性对照组采用同样浓度的普通兔免疫球蛋白

（IgG）代替一抗, 其他步骤相同。 

1.5  尼式染色   

冷冻切片经二甲苯、无水乙醇、95%乙醇、80%

乙醇、70%乙醇下行入水, 后用 1%焦油紫染色 30 min。

蒸馏水清洗, 70%乙醇分色数秒至数分钟, 经 70%乙

醇、80%乙醇、95%乙醇各 2 min 脱水, 无水乙醇脱

水 5 min, 二甲苯透明后树胶封固。 

1.6  图像分析处理   

采用 Image pro plus 5.0 软件对组织切片进行定

量分析。每只大鼠取 4 张切片, 200 倍视野下, 于每

张切片血肿周边随机选取 4 个视野, 测出单位面积

的 OX-42 阳性细胞数。 

1.7  统计学处理   

应用 SPSS13.0 统计分析软件进行分析, 数据采用

x s± 表示, 方差分析进行多组均数检验, 并用LSD-t检

验进行多重比较。P＜0.05 为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  免疫组织化学方法检测 3组小鼠海马区小胶质

细胞 OX-42 蛋白的改变   

Aβ组小鼠经 Aβ刺激后 3d, 小胶质细胞被激活, 

转化为活化状态 , 以注射点为中心 , 注射侧海马

OX-42 阳性细胞明显深染、体积增大、数量增多, 并

达到峰值; 细胞形态清楚, 胞体肥大、肿胀, 突起增

粗延长; 注射对侧海马也出现活化 OX-42, 细胞增

多、体积增大, 但较注射侧弱; 随时间延长, 7, 14d

观察可见 OX-42 仍深染, 细胞数逐渐减少, 但仍多

于假手术组, 胞体仍有肥大、突起增粗延长。而 HN

治疗组在各时间段小胶质细胞体积均明显小于模型

组 , 且突起减少 ; 阳性细胞数目多于假手术组 , 但

少于模型组（P＜0.05; 图 1, 表 1）。 

2.2  尼式染色检测 3 组小鼠海马区病理改变 

Aβ 模型组、HN 治疗组在手术后各时间点 Nissl

染色可见皮质有针刺道, 部分有皮质缺损, 边缘不

整; Aβ 模型组注射侧海马变形, 有明显炎性细胞浸

润、肿胀以及胶质细胞增生, CA1～CA3 区锥体细胞

消失或排列稀疏、紊乱, 其中炎性的病理变化在注

射点最重 , 其周围逐渐减轻 , 随着时间的推移 , 上

述病理变化减弱; HN 治疗组在相同时间点炎性的病

理变化弱于 Aβ 模型组。 

3  讨 论 

老年斑是 AD 的主要病理特征之一。在以 Aβ

为核心的老年斑周围聚集着大量活化的小胶质细胞

和星形胶质细胞, 同时在神经纤维缠结、损伤的毛细

血管周围亦发现有大量的胶质细胞存在, 但其密度

最高的部位是在炎性老年斑内及其周围。在 AD 疾
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图 1  Ab刺激后 3d 海马 OX-42 阳性细胞  
Figure 1  Expression of OX-42 in hippocampal region on day 3 (SABC ×200) 

A: Aβ 模型组; B: HN 治疗组; C: 假手术组 
 

 
 

图 2  海马区病理改变 
Figure 2  Pathological changes of hippocampus on day 3 (Nissl staining ×200) 

A: Aβ 模型组; B: HN 治疗组; C: 假手术组 

 
表 1  3 组小鼠海马阳性 OX-42 细胞数的变化 

Table 1  Numbers of OX-42 positive cells 

 in hippocampal region   (n  = 15, x s± )   

组别 3d 7d 14d 

假手术组 88.3±3.0 65.5±4.8 61.5±2.7 

Aβ 模型组 199.0±7.7 168.8±14.1 137.8±5.0 

HN 治疗组 118.8±13.1* 113.6±9.1* 92.8±9.7* 

注: 与Aβ模型组比较, *P＜0.05 
 

病的早期, 小胶质细胞可吞噬外源性Aβ纤维, 吞噬

Aβ后的小胶质细胞被激活 , 激活的小胶质细胞在

Aβ和神经炎性斑块等病理损害的细胞应答中具有

重要作用。研究表明, 星形胶质细胞活化后, 产生的

炎性因子能够促进Aβ聚集, 并进一步激活小胶质细

胞, 从而形成恶性循环, 加重老年斑周围的炎性反

应[3]。越来越多的研究证据表明, 炎性反应在AD形

成和发展过程中具有重要作用, 但迄今仍缺乏有效

的防治措施[4]。 

HN是近年来发现的一种新的内源性神经保护

因子 , 由24个氨基酸残基组成 , 相对分子质量为

2656.3。HN是目前发现的一种既可以抑制多种黄素

腺嘌呤二核苷酸（flavin adenine dinucleotide, FAD）

引起的细胞毒性, 又可抑制Aβ神经毒性的神经保护

因子[5]。体外研究证明, HN能够抑制所有的由FAD

突变体引起的神经细胞死亡[6]; HN还能阻断由Aβ和

抗APP抗体在初级神经元中引起的细胞毒性 [7]; 众

多的体外研究表明, HN在微克水平即可表现出神经

保护作用[8]; Miao等[9]的实验证实, HNG可以有效地

改善实验性AD小鼠神经行为缺陷。我们先期的实验

发现, HN及HNG在体内均可有效地抑制Aβ毒性导

致的GFAP表达, 这种改变有时间依赖特征, 与剂量

及浓度显著相关 , 且HNG的生物活性作用较HN组

更强[10]。 

本研究通过观察HN对AD模型小鼠海马区小胶

质细胞表达的影响作用, 发现应用HN治疗后, 海马

区Aβ注射中心的组织坏死区域范围明显缩小 , 

OX-42的表达显著减少。 

总之, 本研究表明, HN在体内可有效地抑制 Aβ

毒性导致的 OX-42 表达, 说明 HN 可以有效治疗 Aβ

诱导的 AD 大鼠模型, 具有神经保护作用。HN 是否

通过抗炎性反应途径而发挥抗 AD 的神经保护作用, 

仍需要进一步检测其对炎性细胞介质表达的影响加

以证明。 
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